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Abstract: Tirapazamin (TPZ) wurde aufgrund seiner poten-
ziell hochselektiven Toxizitt gegenber hypoxischen Tumor-
zellen in klinischen Studien zur Radio-Chemotherapie getestet.
Dabei wurde vorgeschlagen, dass sich entweder das Hydroxyl-
Radikal oder das Benzotriazinyl-Radikal nach der anfngli-
chen Reduktion von TPZ als bioaktives Radikal bildet. In
dieser Arbeit beschftigten wir uns mit der niederenergetischen
Elektronenanlagerung an TPZ in der Gasphase und unter-
suchten die Zersetzung des gebildeten TPZ-Anions mittels
Massenspektrometrie. Wir beobachteten die Bildung des
(TPZ-OH) Anions, begleitet von der Abspaltung des Hy-
droxyl-radikals als dem bei weitem hufigsten Reaktionsweg.
Quanten-chemische Berechnungen legen nahe, dass die NH2-
Pyramidalisierung die Schlsselkoordinate fr die Reaktions-
dynamik bei Elektronenanlagerung ist. Fr andere beobach-
tete Reaktionskanle schlagen wir einen OH-Roaming-Me-
chanismus vor, der in Konkurrenz zur OH-Dissoziation steht.
Bei der Strahlentherapie von Krebserkrankungen werden
durch die Wechselwirkung von ionisierender Strahlung mit
einem biologischen Medium hochenergetische Quanten ab-
gelagert. Ein großer Teil dieser Energie wird fr die Freiset-
zung von Sekundrelektronen mit kinetischen Energien von
< 15 eV verwendet.[1] Es hat sich gezeigt, dass solche nieder-
energetischen Elektronen (NEEn) eine zentrale Rolle beim
Herbeifhren von Einzel- und Doppelstrangbrchen in der
DNA spielen.[2, 3] Dieser DNA-Schdigungsprozess beginnt
mit dem Einfang eines NEEs, was zur Bildung eines transi-
enten negativen Ions (TNI) fhrt. Nachfolgende Bindungs-
aufspaltungen fhren zur Freisetzung eines negativ geladenen
Ions und einer oder mehrerer neutraler Spezies. Dieser Pro-
zess ist bekannt als dissoziative Elektronenanlagerung
(DEA).[4]
Hypoxie ist ein charakteristisches Merkmal von soliden
Tumoren, die den Zustand eines niedrigen Sauerstoffgehalts
in den Zellen (hypoxische Zellen) darstellen.[5] Diese Zellen
verursachen Einschrnkungen in der Wirksamkeit der
Strahlung, da die Abwesenheit von Sauerstoff die Wieder-
herstellung von strahleninduzierten Radikalstellen in der
DNA ermçglicht.[6] In den letzten Jahrzehnten wurde ver-
sucht, neue Medikamente zu entwickeln, um die Empfind-
lichkeit von hypoxischen Tumorzellen gegenber Strahlung
zu erhçhen. Dabei ist die Erzeugung von freien Radikalen aus
dem chemischen Wirkstoff (Radiosensitizer) von großer Be-
deutung. Die Bildung freier Radikale kann durch die Anla-
gerung von NEEs effizient ausgelçst werden, wie in frheren
Untersuchungen mit potenziellen Krebsmedikamenten wie
Nimorazol und modifizierten Pyrimidinen gezeigt wurde.[7,8]
Die jngsten Studien mit Nimorazol[9] sttzten die Hypothese,
dass der Mechanismus der Radiosensibilisierung durch diese
Verbindung auf der anfnglichen Bildung des intakten Ra-
dikalanions beruht, das im weiteren Verlauf DNA-Schden
verursacht.
Heterozyklische aromatische N-Oxide sind eine Klasse
von Verbindungen, die eine potenziell hypoxisch-selektive
Zytotoxizitt gegenber soliden Tumoren aufweisen.[10] Die
frheren Arbeiten von Brown[11] fhrten zur Entdeckung des
bio-reduktiven Medikaments Tirapazamin (3-Amino-1,2,4-
Benzotriazin-1,4-dioxid, TPZ), einem Derivat aus der Klasse
der aromatischen Benzotriazen-di-N-oxid-Verbindungen. In
ersten klinischen Studien erwies sich TPZ als eines der am
weitesten fortgeschrittenen hypoxischen Zellgifte und als
vielversprechendes Antitumormittel, das fr seine selektive
Schdigung der DNA in hypoxischen Tumorzellen in vitro
bekannt ist.[12, 13] Klinische Ergebnisse zeigten, dass TPZ in
Kombination mit Cisplatin die Zytotoxizitt gegenber Tu-
morzellen im Kopf und Nacken erhçht.[14] Das Antitumor-
potenzial von TPZ in hypoxischen Zellen kann auf die Bil-
dung seiner bioaktiven Radikale zurckgefhrt werden, die
sich nur unter hypoxischen Bedingungen aktivieren.[15] Es
wurde angenommen, dass sich im biologischen Medium das
TPZ-Radikalanion durch Reduktion bildet, welches im
nchsten Reaktionsschritt protoniert wird (siehe Schema 1).
Es wurden verschiedene bioaktive Radikale vorgeschlagen,
die sich spter nachfolgend unter hypoxischen Bedingungen
bilden kçnnten. Basierend auf einer enzymatischen Reduk-
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tionsstudie mit TPZ und DNA, schlugen Junnotula et al.[16]
die Freisetzung von Hydroxylradikalen aus dem protonierten
Radikalanion vor. Li et al.[17] verwendeten quantenchemische
Berechnungen, um eine solche Freisetzung in Lçsung zu un-
tersuchen. Massen-spektrometrie zeigte den Verlust des OH-
Radikals aus protonierten Tirapazamin-Moleklen.[18]
Im Gegensatz dazu wurde in anderen Studien, in denen
Methoden wie gepulste Radiolyse und Elektronenspinreso-
nanz- Spektroskopie verwendet wurden, die Bildung des
oxidierenden Benzotriazinylradikals (BTZ) bei Abspaltung
von H2O aus dem protonierten Radikalanion vorgeschla-
gen.[19, 20] Eine dieser Spezies – ob sich das BTZ-Radikal oder
OH-Radikal als bioaktives Radikal bildet, ist immer noch ein
Thema der aktuellen Diskussionen[12] – kann durch Vergif-
tung des Topoisomerase-II-Enzyms zum Doppelstrangbruch
der DNA fhren.[6]
Bislang wurden Reaktionen von Elektronen mit TPZ nur
in Lçsungen mittels gepulster Radiolyse untersucht.[19] In der
vorliegenden Studie erzeugten wir einen wohldefinierten
Elektronenstrahl unter Verwendung eines Elektronen-mo-
nochromators und untersuchten die elektroneninduzierte
Chemie im TPZ bei Anlagerung eines einzelnen Elektrons an
TPZ in der Gasphase. Wir untersuchten mçgliche Reakti-
onswege mittels Quadrupol-Massenspektrometrie und quan-
tenchemischen Berechnungen. Eine wichtige Tatsache ist,
dass ein potenzieller Radiosensibilisator wie TPZ fr Elek-
tronen affin sein muss. Im Verlauf unserer Studie fanden wir
diese Eigenschaft fr TPZ und beobachteten das selektive
Auftreten bestimmter Reaktionswege.
Die Zhlrate fr das Moleklanion TPZ , das durch
Elektronen-anlagerung an TPZ gebildet wurde, ist in Abbil-
dung 1a als Funktion der Elektronenenergie dargestellt. Die
Bildung erfolgt bei einer Elektronenenergie von  0 eV und
setzt sich bis etwa 0.75 eV fort. Die Beobachtung eines Mo-
leklanions unter isolierten Bedingungen ist in der Regel nur
mçglich, wenn das Molekl eine positive Elektronenaffinitt
hat und die berschssige innere Energie nach dem Elek-
troneneinfang in innere Freiheitsgrade deponieren kann. Fr
TPZ ist die berechnete vertikale und adiabatische Elektro-
nenaffinitt 1.28 bzw. 1.57 eV (B3LYP/aug-cc-pVDZ).
Im neutralen Zustand ist das TPZ-Molekl planar (Cs-
Symmetrie). Im Grundzustand und den ersten beiden ange-
regten Zustnden des Anions, D0, D1 und D2, pyramidalisiert
sich die NH2-Gruppe und das Molekl verliert seine Plana-
ritt. Abbildung 2 zeigt die Interpolation zwischen dem
Franck-Condon-Punkt und dem D1-Minimum. Es ist zu er-
Schema 1. Vorgeschlagene Pfade fr die Bildung bioaktiver Radikale
aus Tirapazamin unter hypoxischen zellulren Bedingungen (siehe
Text). In Anwesenheit von Sauerstoff wird das TPZ-Radikalanion zum
Ausgangs-Molekl TPZ zurckoxidiert.
Abbildung 1. Anionen-Zhlrate als Funktion der Elektronenenergie fr
die Bildung von (a) intaktes Parent-Anion TPZ , (b) OH-Dissoziation,
(c) H-Dissoziation und (d) NH2-Dissoziationskanlen.
Abbildung 2. Elektronische Zustandsinterpolation zwischen dem pla-
naren Franck-Condon-Punkt und dem D1-Minimum mit pyramidalisier-
tem NH2. Der Grundzustand von TPZ (volle Linie) und die sechs un-
tersten elektronischen Zustnde von TPZ (gestrichelte Linie) sind
dargestellt. Berechnet auf der Theorieebene BMK/aug-cc-pVDZ. Fr
TPZ sind das Zielorbital im Grundzustand und das bergangsorbital
im angeregten Zustand im Franck-Condon-Punkt dargestellt.
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kennen, dass sich entlang der NH2-Deformationskoordinate
der D1 -Zustand mit dem elektronischen Grundzustand des
Molekls kreuzt und diese Koordinate ist somit entscheidend
fr die Elektronenanlagerung nahe 0 eV (das D2 Minimum
liegt deutlich nher am Franck-Condon-Punkt, und es wird
kein Kurvenschnittpunkt beobachtet). Der Schnittpunkt in
der Interpolation liegt bei etwa 0.12 eV in Bezug auf das TPZ-
Minimum, wobei die berechnete thermische Energie von
TPZ bei 395 K bei 0.46 eV liegt. Fr D0 und D1 befindet sich
das eingefangene Elektron in einem Orbital, das ber das
gesamte Molekl delokalisiert ist.
Wir beobachteten in unseren Experimenten, dass das
Moleklanion nicht das am hufigsten vorkommende Ion ist,
das durch Elektronenanlagerung an TPZ gebildet wird. Bei
der DEA werden drei weitere Reaktionskanle bei niedrigen
Elektronenenergien beobachtet, was zur Dissoziation von
OH, H und NH2 (der NH2-Kanal kçnnte auch nominell der
O-Dissoziation entsprechen, wie nachfolgend diskutiert),
siehe Abbildung 1b–d. Der OH-Dissoziationskanal ist bei
weitem der intensivste, whrend die Intensitt der NH2- und
H-Dissoziationskanle etwa 100-mal geringer ist. Das Vor-
liegen einer H-Dissoziation ist aus frheren DEA-Untersu-
chungen[21,22] mit biologisch relevanten Moleklen gut be-
kannt. Die Peak-strukturen sind fr H- und OH-Dissoziati-
onskanle sehr hnlich, whrend die NH2-Dissoziation zu
hçheren Energien verschoben ist und einen Peak erst bei
0.3 eV zeigt, der auch fr die anderen Kanle gefunden
wurde.
In Abbildung 3 ist die rechnerische Analyse der experi-
mentell beobachteten Zersetzungspfade ausgehend vom
TPZ Anion dargestellt. Unseren Berechnungen zufolge
teilen sich alle drei Dissoziationskanle den gleichen An-
fangsschritt, die Bildung einer OH-Gruppe durch Protonen-
transfer von der NH2-Gruppe zum nahegelegenen Sauer-
stoffatom, wobei die Energie des bergangszustands weit
unterhalb des Eingangskanals liegt (1.23 eV auf dem
B3LYP/aug-cc-pVDZ-Niveau). Nach der Transferreaktion
kçnnte die OH-Gruppe direkt dissoziieren, mit einer Ge-
samtreaktionsenergie von 0.61 eV. Die Exothermizitt und
die niedrige Barriere der Protonentransferreaktion erklren
die hohe Intensitt des im Experiment beobachteten OH-
Dissoziationskanals. Die Nebenkanle, die zur H- und NH2-
Dissoziation fhren, sind komplizierter. Die Berechnungen
zeigen, dass der H-Dissoziationskanal nicht durch direkte
Dissoziation eines Wasserstoffatoms von TPZ ablaufen kann,
da die entsprechenden thermodynamischen Schwellenwerte
mindestens 0.92 eV betragen (siehe Hintergrundinformatio-
nen) und daher mit der bei  0 eV beobachteten Ionenaus-
beute inkompatibel sind. Um eine exotherme Reaktion
(0.92 eV) zu erhalten, muss ein H-Atom von einer CH-
Bindung dissoziieren und durch ein Sauerstoffatom ersetzt
werden. In hnlicher Weise ist die direkte NH2-Dissoziation
eine endotherme Reaktion mit einem Schwellenwert von
2.00 eV, und nur die Struktur, in der sich ein Sauerstoffatom
an den Ort der dissoziierten NH2-Gruppe bewegt hat, fhrt zu
einer exothermen Reaktion von 1.71 eV. Daher schlagen
wir vor, dass diese Dissoziationskanle ber einen OH-Roa-
ming-Mechanismus auftreten. Das Roaming von kleinen
Einheiten wie H, CH3 oder NO2 wurde frher fr photoche-
mische Reaktionen oder als Ergebnis von bimolekularen
Kollisionen vorgeschlagen.[23] Roaming ist durch einen ver-
lngerten Bindungsabstand der Einheit charakterisiert, bei
dem die kovalente Bindung bereits gebrochen ist, und der
Komplex durch van-der-Waals-Krfte gehalten wird. Wie in
Abbildung 3 dargestellt, dissoziiert die OH-Gruppe (roter
Pfad), wenn sie sich bildet (schwarzer Pfad). In einer Min-
derheit der Flle kann sie jedoch in der Nhe des Molekls
bleiben und sich an ein anderes Atom anlagern. Wenn sie sich
an ein Kohlenstoffatom bindet (blauer Pfad), bildet sie sogar
einen noch stabileren Komplex und nach einer weiteren
Protonentransferreaktion dissoziiert sie das Wasserstoffatom,
wobei Sauerstoff am Benzolring verbleibt. Die Gesamtreak-
tion ist im Vergleich zur OH-Dissoziation um 0.3 eV exo-
thermer. Bei der NH2-Dissoziation ist der erste Schritt die
Bindung der OH-Gruppe an das Kohlenstoffatom, das die
NH-Gruppe trgt (grner Pfad), was schließlich zur Rege-
Abbildung 3. Vorgeschlagene Pfade fr OH-, H- und NH2-Dissoziationskanle (roter, blauer bzw. grner Pfad). Berechnet auf dem B3LYP/aug-cc-
pVDZ Level. Siehe Hintergrundinformationen zum Vergleich mit den Ergebnissen von M06-2X.
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neration der NH2-Gruppe und ihrer Dissoziation fhrt. Der
NH2-Dissoziationskanal ist der exothermste, jedoch mit einer
bergangsbarriere.
Da das Experiment isobare Ionen mit sehr hnlicher
Masse nicht auflçsen kann, kçnnte der NH2-Dissoziations-
kanal nominell auch der O-Dissoziation entsprechen. Unsere
Berechnungen zeigen jedoch, dass die 1O-Dissoziation nicht
direkt stattfindet (mit einer Dissoziationsenergie von
3.16 eV) und auch nach bestimmter molekularer Umlagerung
(2.01 eV, siehe Abbildung S2) endotherm bleibt. Wrde 3O
anstelle von 1O dissoziieren und damit die Spin-Erhaltung
verletzen, wrde die Dissoziationsenergie fr das stabilste
gefundene Isomer auf 0.04 eV fallen.
Die vorgeschlagenen Reaktionswege erklren alle expe-
rimentellen Beobachtungen. Wie vorher erwhnt, ist der OH-
Dissoziationskanal der am wenigsten exotherme, wird aber
mit der hçchsten Intensitt beobachtet. Die geringere Hu-
figkeit der anderen Reaktionskanle kann durch die Kon-
kurrenz zwischen der Dissoziation und der spontanen Emis-
sion des eingefangenen Elektrons (Autodetachment) erklrt
werden. Letzteres wird mit zunehmender Komplexitt der
Reaktionen im TNI wahrscheinlicher. Um NH2 zu dissoziie-
ren, mssen wir darber hinaus eine hohe Barriere berwin-
den. Diese Barriere kann zu einer Verschiebung der Ionen-
ausbeute fr die NH2-Dissoziation zu etwas hçheren Elek-
tronenenergien fhren. Wenn die OH-Gruppe nicht direkt
dissoziiert, kann sich ein metastabiles TPZ-Anion bilden, bei
dem die OH-Gruppe an ein anderes Kohlenstoffatom ge-
bunden bleibt. Durch seine berschssige Energie ist es auch
anfllig fr Autodetachment, so dass nur ein Bruchteil der
TPZ Anionen den Detektor erreicht.
Wenn wir unsere Ergebnisse fr TPZ in der Gasphase mit
der vorgeschlagenen (komplexeren) Chemie in Zellen ver-
gleichen, stellen wir fest, dass unter isolierten Bedingungen
ein einzelnes NEE in der Lage ist, vorwiegend das Hydro-
xylradikal zu bilden, das ebenfalls als bioaktives Radikal von
TPZ in Lçsung vorgeschlagen wurde.[16] Das andere vorge-
schlagene bioaktive Radikal – das Benzotriazinyl-Radikal –
kann sich ebenfalls im Rahmen der DEA bilden, wobei im
Dissoziationsprozess OH als negativ geladenes Produkt
auftritt. Die gegenwrtig beobachtete Ionenausbeute von
OH ist jedoch nur sehr gering (etwa 0,1% von (TPZ-OH) ,
siehe Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen). Diese
klare Bevorzugung der berschussladungslokalisierung am
BTZ-Radikal kann aus der signifikant hçheren Elektronen-
affinitt dieser Spezies (2.97 eV) im Vergleich zum OH-Ra-
dikal (1.83 eV[25]) resultieren. Unsere Berechnungen zeigen,
dass sich die Situation mit der Protonierung oder Hydration
ndert (siehe Abbildung S3 in den Hintergrundinformatio-
nen): Wenn sich H+ an TPZ anlagert, kann das BTZ-Radikal
in einer exothermen Reaktion (0.70 eV) erzeugt werden.
Die Mikrohydration von TPZ untersttzt im Vergleich zur
Abspaltung des OH-Radikals auch die Bildung von OH +
BTZ. Whrend bei nicht hydratisiertem TPZ die OH-Ab-
spaltung im Vergleich zur OH-Dissoziation um 1.1 eV be-
gnstigt wird, sinkt der Unterschied beim TPZ .(H2O)2-
Komplex auf 0.2 eV. Weiters sollte auch der Roaming-Me-
chanismus durch das Vorhandensein eines Lçsungsmittels
erheblich beeinflusst werden, mit mçglicher Unterdrckung
kleinerer Reaktionskanle, da das OH-Radikal aufgrund des
Vorhandenseins von Lçsungsmittelmoleklen in seinem
Roaming strker eingeschrnkt sein kçnnte.
Zusammenfassend haben wir in dieser Studie die Elek-
tronenanlagerung an TPZ in der Gasphase sowohl mit Mas-
senspektrometrie als auch mit quantenchemischen Berech-
nungen untersucht und eine sehr selektive unimolekulare
Dissoziation nach der Anlagerung eines einzelnen Elektrons
an TPZ gefunden. Der dominierende Reaktionskanal von
TPZ fhrt zur Emission eines OH-Radikals, whrend die
Hufigkeit des komplementren Reaktionskanals mit Emis-
sion von BTZ-Radikalen etwa drei Grçßenordnungen ge-
ringer ist. In diesem Fall kann die unimolekulare Chemie in
TPZ durch die entsprechenden Elektronenaffinitten der
beteiligten Moleklteile erklrt werden. Die anderen beob-
achteten Kanle kçnnten aus dem vorgeschlagenen OH
Roaming-Mechanismus resultieren. Die mçgliche Verwen-
dung von TPZ als Strahlungssensibilisator wird durch seine
hier beobachtete elektronenaffine Natur unterstrichen.
Danksagung
SD bedankt sich fr die finanzielle Untersttzung durch den
FWF, Wien (P30332), JA und FFS danken dem FCT-MCTES
fr die Fçrderung PD/BD/114447/2016 and PTDC/FIS-
AQM/31215/2017, und dem Dokoratsprogramm RaBBiT,
(PD/00193/2012); UID/Multi/ 04378/2019 (UCIBIO); UID/
FIS/00068/2019 (CEFITEC). Die gezeigten Resultate quan-
tenchemischer Rechnungen wurden mit der HPC Infra-
struktur LEO der Universitt Innsbruck berechnet.
Interessenkonflikt
Die Autoren erklren, dass keine Interessenkonflikte vorlie-
gen.
Stichwçrter: Dissoziative Elektronenanlagerung · Gasphase ·
Hypoxische Zellgifte · Radiosensitizer · Tirapazamin
[1] S. M. Pimblott, J. A. LaVerne, Radiat. Phys. Chem. 2007, 76,
1244 – 1247.
[2] B. Boudaffa, P. Cloutier, D. Hunting, M. A. Huels, L. Sanche,
Science 2000, 287, 1658 – 1660.
[3] F. Martin, P. D. Burrow, Z. Cai, P. Cloutier, D. Hunting, L.
Sanche, Phys. Rev. Lett. 2004, 93, 6 – 9.
[4] J. D. Gorfinkiel, S. Ptasinska, J. Phys. B 2017, 50, 182001.
[5] P. Vaupel, A. Mayer, Cancer Metastasis Rev. 2007, 26, 225 – 239.
[6] J. M. Brown, W. R. Wilson, Nat. Rev. Cancer 2004, 4, 437 – 447.
[7] R. Schrmann, T. Tsering, K. Tanzer, S. Denifl, S. V. K. Kumar, I.
Bald, Angew. Chem. Int. Ed. 2017, 56, 10952 – 10955; Angew.
Chem. 2017, 129, 11094 – 11098.
[8] L. Chomicz, M. Zdrowowicz, F. Kasprzykowski, J. Rak, A. Bu-
onaugurio, Y. Wang, K. H. Bowen, J. Phys. Chem. Lett. 2013, 4,
2853 – 2857.
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